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研究成果の概要：細胞分裂時における染色体の挙動と構造変化は、遺伝情報（DNA）の運搬と

分配を考える上できわめて重要である。そこで、本研究では、染色体の形成（凝縮）、分配（染

色分体形成）、消失（脱凝縮）のメカニズムを、染色体の構造的側面から解析した。その結果、

染色体は分裂後期まで凝縮を続けること、中期染色体には凝縮度の部位差があること、この部

位差が、染色体タンパク質の局在と関連していること、また分裂期前の DNA 合成のタイミン

グとも関連していることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞の増殖は有糸分裂によって起こる。こ
のときに細胞内の遺伝情報（DNA）は、染色
体に梱包され娘細胞に等分される。したがっ
て、細胞分裂時の染色体の挙動と構造変化の
解明は、細胞分裂における最も重要な研究テ
ーマの一つである。 

こうした染色体のダイナミクスを解析す
るために、これまでは大腸菌や酵母の分裂に
おける DNA の複製や分配の機序について、分
子生物学的な解析を中心として研究が進め
られてきた。しかし、ヒトないし哺乳類の細

胞分裂を見た場合、すべてが大腸菌や酵母と
同じ機序で DNAの複製と分配が起こっている
とは言いがたい。また、こうした分子生物学
的な解析が進む一方で、ヒトや哺乳類の染色
体そのものの高次構造は未解明の問題を多
く残している。 

研究代表者らは、顕微鏡による細胞・組織
の構造解析を長く手がけてきた。特に最近は
走査型プローブ顕微鏡という新しい顕微鏡
の生物学応用を推進し、DNA のような生体高
分子から生きた細胞まで、その立体微細形状
解析を可能にしてきた。その過程で、特に細



４．研究成果 胞分裂時に出現する染色体の構造解析に走
査型プローブ顕微鏡が有用であることを明
らかにし、分裂中期染色体の高次構造を解明
してきている。 

(1) 細胞分裂における染色体の挙動の動的
イメージングと、その高次構造変化の解明 
 培養細胞（Hela 細胞とヒトリンパ球）の細
胞分裂像を、位相差顕微鏡によりタイムラプ
ス撮影し、細胞分裂における染色体の基本動

態を解析した（図１）。また、各細胞の細胞
周期と分裂期の時間を明らかにした。以上の
結果は、本研究の次の成果を得るための基礎
データとなった。 

 
２．研究の目的 
細胞分裂時における染色体の挙動と構造

変化を、主に構造的側面から解析し、染色体
の形成（凝縮）、分配（染色分体形成）、消失
（脱凝縮）のメカニズムの解明を目指す。そ
のために、従来から知られている細胞生物学
的手法と、近年その発展の著しい走査型プロ
ーブ顕微鏡によるイメージング法を融合さ
せた新しいアプローチで研究に取り組む。 
 具体的には以下の内容の研究を行う。 
(1) 細胞分裂における染色体の挙動の動的

イメージングと、その高次構造変化の解明 図１ Hela 細胞の分裂像の位相差顕微鏡タイ
ラプス撮影 ム

 (2) 染色体の高次構造変化と構成タンパク
質との関連についての形態学的アプロー
チからの解明 

(3)DNA合成期におけるDNA複製のタイムラグ
が、染色体の凝縮・脱凝縮の高次構造に及
ぼす影響についての形態学的アプローチ
からの解明  

(2) 染色体の高次構造変化と構成タンパク
質との関連についての形態学的アプローチ
からの解明。 

(4) 動原体の構造と形成の形態学的アプロ
ーチからの解析 

 
３．研究の方法 染色体の高次構造について、これまでの原

子間力顕微鏡による観察結果に本研究で得
られた所見を加えて、従来の高次構造モデル
とは異なるモデルを発表し、この分野に一石
を投じた（図２）。 

(1) 細胞分裂における染色体の挙動の動的
イメージング：培養細胞の細胞分裂像を、位
相差顕微鏡によりタイムラプス撮影し、細胞
分裂における染色体の基本動態を解析した。 
 
(2)染色体の高次構造と染色体タンパク質の
局在解析：細胞分裂の各期において染色体標
本を採取し、原子間力顕微鏡による 液中高
次構造立体解析を行った。また、染色体タン
パク質（トポイソメラーゼ IIαなど）の免疫
染色をほどこし、染色体の中のタンパク質の
局在の解析を行った。さらに、液中原子間力
顕微鏡観察を行った染色体の免疫染色を行
い、高次構造との関係を直接比較した。 
 
(3) DNA 合成期のタイミングと染色体の高次
構造変化の関連の解析：培養中の細胞に
Bromdeoxyuridine (BrdU)または 5-ethynil- 
2’-deoxyuridine (EdU)を短期投与し、取り
込まれた物質の染色体上での局在を細胞分
裂中期の細胞で可視化（免疫染色等）した。
また、標識標本の光顕像と原子間力顕微鏡像
を組み合わせて、染色体の構造と DNA 標識部
位との関係を詳しく解析した。 

図２ 中期染色体の高次構造モデル 

また、分裂期の各期において染色体標本を
採取し、染色体蛋白質であるトポイソメラー
ゼ IIαの局在を免疫組織化学的に解析し、こ
の蛋白質が染色体の軸に集積すること、染色
体のバンド構造と同様なパターンを示すこ
とを明らかにした。また、染色体の高次構造
変化とトポイソメラーゼⅡαの局在との関 

 
(3) 動原体の微細構造解析：細胞分裂中期の
染色体の動原体を電子顕微鏡と原子間力顕
微鏡で観察した。 
 



 方法を開発した。これにより、染色体に取り
込まれた EdUのバンド状の蛍光パターンを明
瞭に示すことができた。（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

この方法と原子間力顕微鏡による高次構
造観察所見を組み合わせて、ヒト 1番染色体
と 2 番染色体の解析を行った結果、DNA 合成
期の前半に EdU を取り込ませた細胞では、染
色体に R バンドに類似のバンドパターンが、
また DNA合成期の後半に取り込ませた細胞で
は、染色体に G/Q バンドと類似したバンドパ
ターンが認められた。 図３ 同一染色体

の液中原子間力顕
微鏡観察像（左）
とトポイソメラー
ゼ IIα免液染色
像（右） 

以上の所見は、DNA 合成期における DNA 複
製のタイムラグと、染色体の凝縮・脱凝縮の
高次構造とのあいだに強い関連性があるこ
とを示唆している。つまり、DNA 合成期にお
ける DNA複製の開始部位や複製のタイミング
が各染色体において一定で、Ｒバンドや G/Q
バンドと関連している可能性を示すユニー
クな所見である。今後、さらなる研究の進展
が期待できる分野である。 

係を明瞭に示すために、液中原子間力顕微鏡
観察を行った染色体のトポイソメラーゼⅡ
α免疫染色を行い、蛍光顕微鏡観察を行うこ
とで、トポイソメラーゼⅡα陽性部位と染色
体の腕部の凝縮の強い部位がほぼ一致する
ことを明らかにした（図３）。 

 
(4) 動原体の微細構造解析 
 細胞分裂時の紡錘糸と染色体の動原体を
走査電子顕微鏡で３次元構造解析すること
を試みたが、結果を得るに至らず、今後の課
題として残された。 

さらに、染色体の液中高速イメージングを
可能にしたが、これは今後の原子間力顕微鏡
の動的イメージングへの可能性を切り開い
たものである。 

  
(5) まとめと展望 (3) DNA 合成期のタイミングと染色体の高次

構造変化の関連の解析  本研究では、細胞分裂時における染色体の
挙動と構造変化を、主に構造的側面から多様
な顕微鏡技術を併用して解析した。これによ
り、染色体の構造が染色体を構成するタンパ
ク質の局在と関係していること、さらに DNA
合成期の DNA合成のタイミングとも関係して
いることを示した。こうした所見は、染色体
の形成（凝縮）、分配（染色分体形成）、消失
（脱凝縮）のメカニズムを考える上で重要で
ある。本研究では、染色体の動態（とくに分
裂期における形態変化）の詳しい解明が途中
で終わったが、今後の研究の方向性を決める
多様なデータが得られた点は、きわめて有益
であった。 

 培養細胞をダブルチミジン法により細胞
周期を同調させた後に、DNA 合成期の前半と
後半に Bromdeoxyuridine (BrdU)を短期投与
する実験系を確立した。この方法で DNA 合成
期に BrdU を取り込ませた細胞を細胞分裂の
中期で固定し、その染色体に対して Brd の蛍
光免疫染色を行うと、染色体にバンド状のパ
ターンが観察できた。 

しかし、この方法では、染色性がやや不安
定であることから、さらに方法を改善し、
BrdUの代わりに 5-ethynil-2’-deoxyuridine 
(EdU)を投与しアジ化蛍光色素で発色させる 
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